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2^ (54) Bezeichnung: BEHANDLUNG VON SCHWEREN INFEKTIONEN UND SEPTISCHEM SCHOCK 

(57) Abstract: The invention relates to the use of rhesus theta defensin-1 (RTD-1) for the production of a medicament for the treat- 
ment and/or prophylaxis of patients with serious infections (bacteriaemia), including septic shock. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung von Rhesus-Theta-Defensin 1 (RTD-1) zur Herstellung eines 
Arzneimiitels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Patienten mil schweren Infektionen (Bakteriamien) inklusive septischem 
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Behandlung von schweren Infektiopen und septischem Schock 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von Rhesus-Theta-Defensin 1 (RTD-1) zur 
5 Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlxmg und/oder Prophylaxe von Patienten 
mit schweren Infektionen (Bakteriamien) inklusive septischem Schock. 

Die Sepsis ist ein schweres, lebensbedrohendes Krankheitsbild resultierend aus einer 
Infektion mit Bakterien auf systemischer Ebene (Bakteriamie) imd weiteren 

10 klinischen Befunden gemaB der international giiltigen Definition (Madot, I and 
Sprung, C.L. (2001), Int. Care Med. 27, S.3-S.9), die unter anderem auch die 
systemische Entzundungsreaktion des Korpers mit nachfolgendem Organversagen 
umfasst. Durchbricht nach einer lokalen Infektion der Eireger die korpereigenen 
BarriCTen (z.B. Epithelien, Endothehen, Blut-Him-Schranke), so kann sich aus der 

15 daraus resulti^enden Bakteriamie eine Sepsis entwickeln. Die Keime gelangen fort- 
laufend aus dem Sepsisherd (z.B. Abszess, Lunge, Magen-Darm-Trakt), der auch un- 
erkannt bleiben kann, in die Blutbahn und damit in den gesamten Organismus. Die 
ins Blut und andere immunologische Organe gelangten Keime werden durch Ab- 
wehrfunktionen des Immunsystems zwar an ihrer Vennehrung gehindert, jedoch 

20 meistens nicht voUstandig zerstort. AuBerdem kommt es durch den Angriff auf die 
Keime durch das Immunsystem xmd auch durch Therapien mit bestimmten Anti- 
biotika zur Freisetzung von bakteriellen Produkten v^ie Lipopolysaccharid (LPS), 
Lipoteichonsaure - (LTA) und ahnhche (Nau, R. und Eiffert, H. (2002), Clin. 
Microbiol. Rev. 15, 95-110). ' 

25 

Eine Sepsis ist gekennzeichnet durch Fieber, Hypotonie und eine sogenannte Schock- 
syniptomatik (z.B. Schocklunge, Schockniere, gastrointestinale Blutungen; im Allge- 
meinen als Multi-Organ- Versagen bezeichnet). Diese unterschiedlichen Symptome 
sind die klinischen Zeichen pathophysiologischer Vorgange, die durch die Keime 
30 selbst Oder ihre Produkte z.B. Endotoxine, Hamolysine oder Pyrogene bewirkt 
werden. Als weitere Ursachen koimen auch pathologische Zustande ^vie starke Ver- 
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breiumngen. Trauma oder akute Lungenveranderungen mit nachfolgender oder 
gleichzeitiger Besiedelung mit Bakterien, Pilzen oder Viren auftreten. Auch in diesen 
Fallen wird eine Schocksymptomatik festgestellt, wobei nur teilweise eine direkte 
Diagnose der Bakterien oder anderer Pathogene moglich ist. 

5 

Die Freisetzimg von bakteriellen Produkten oder die Bakterien selbst fuhren zu einer 
Reaktion des Organismus durch das Immimsystem. Die patienteneigenen Faktoren 
des Immimsystems sind dabei sowohl protektiv als auch schadlich, abhangig von 
Konzentration, Wirkort und ahnlichem. Koipereigene Faktoren, die als Reaktion des 

10 Korpers auf exteme Reize ausgeschtittet werden, interagieren in einer komplexen Art 
und Weise in den Geweben und fuhren dadurch unter Umstanden zum Krankheits- 
bild der Sepsis. Der Ausloser dieser Breignisse ist definitionsgemaB die Anwesenheit 
von Bakterien und/oder die Anwesenheit von bakteriellen Produkten wie LPS/LTA 
und andere. Dies fiihrt zur Freisetzung von z.B. Tumor Nekrose Faktor-a, 

15 Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8), sowie Faktoren 
die die Gerinnimg beeinflussen (z.B. Platelet Activating Factor, PAF) und Faktoren 
die regulatorisch auf das entstehende Entzxindungsgeschehen eingreifen (wie z.B. 
Prostaglandine, Leukotriene, Interleukin-1 0). Durch eine tJberreaktion des Korpers, 
und insbesondere des Inamunsystems, entwickelt sich dabei aus der urspriinglich 

20 schutzenden und infektabwehrenden Antwort das khnische Bild einer Bakteriamie 
und nachfolgend eine Sepsis (Cohen, J. (2002), Nature 420, 885-891). Zytokin- 
analysen in septischen Patienten zeigen dabei eiae signifikante Korrelation mit -Er- 
hohung von insbesondere IL-6, IL-8 sowie TNF-a und einer erhohten Mortahtat 
(Rodriguez-Gaspar, M. et al. (2001), Cytokine 15, 232-236). 

25 

Prinzipiell koimen zwar nahezu alle Mikroorganismen eine Bakteriainie und damit 
nachfolgend eine Sepsis auslosen, jedoch hangt die prozentuale Verteilung der 
Keime vom Alter des Patienten, der Grunderkrankung, dem primaren Lifektionsherd 
und ahnlichem ab (Knaus, W.A. et al. (1985), Crit. Care. Med. 13, 818-829). Leit- 

30 keime sind sowohl gram-positive wie auch gram-negative Bakterien, sowie Pilze 
bzw. Hefen (Llewelyn, M und Cohen, J. (2001), Int. Care Med. 27, S.10-S.32). 
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Therapieverfahren imd Wirkstoffe, die die Freisetzung von derartigen Keimpro- 
dukten verhindem oder die derartige Produkte binden xmd neutralisieren oder die 
korpereigenen Funktionen und Faktoren beeinflussen oder zum Absterben der Keime 
5 fiihren, sind zuf Behandlung von Symptomen der oben genannten Erkrankungen ge- 
eignet. 

Substanzen irnd Verfahren, die zu einer Emiedrigimg der Keimanzahl fiihren (z.B. 
Antibiotika) wie auch Substanzen mit kreislaufbeeinflussender Wirkung konnen 
10 therapeutisch genutzt werden (Forth, Henschler, Rummel; Allgemeine und spezielle 
Phamaakologie ^md Toxikologie; Urban & Fischer Verlag (2001), Munchen). Die 
Staddardtherapie bei den^ oben beschiiebenen Erkrai)kung sind Antibiotika zu- 
sammen mit kreislaufetabilisierenden und gerinnungsbeeinflussenden Substanzen 
Oder Losunjgen. 

15 ' . ; 

Ein weiterer Ansatz ist die Beeioflussung des Krankheitsbildes durch immun- 
modulatorische Behandlungen, um eine uberschiessende Reaktion des Organismus 
auf Bakterien oder Bakterienprodukte zu verhindem oder zuroindest abzumildem und 
damit ein Organversagen zu vemieiden (Zanptti, S. et al. (2002), Expert Opin. 
20 Investig.Drugs 11., 1061-1075). 

Dabei sind auch losliche Mediatoren des Immunsystems, die als Therapie zugeftihrt 
werdien, von besonderem Interesse. Zu diesen Mediatoren gehoren unter anderem 
auch die sogenannten Defensine, Molektile mit anti-bakteriellen, anti-fungalen oder 

25 ' auch anti-viralen Eigenschaften (Kagan, B.L. et al. (1994), Toxicology 87, 131-149; 
Hancock R.E.W. und Scott M.G. (2000), PNAS 16, 8856-8861). Zusatzlich besitzen 
diese Molekiile, die kleine Peptide sind, modulatorische Eigenschaften auf das 
Inimunsystem (Hancock R.E.W. und Scott M.G. (2000), PNAS 16, 8856-8861). Sie 
bewirken oder verhindem z.B. die Ausschiittung weiterer Mediatoren. 

30 : . 
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Selbst bei optimaler Behandlung nach dem derzeitigen Therapiestandard liegt die . r. 
MortaKtat bei Sepsis und Septischen Schock bei bis zu 50 % der Patienten (Cohen, J. 
(2002), Naixire 420 , 885-891). Daher sind zusatzliche therapeutische Behandlungen 
dringend erforderlich. In verschiedenen Ansatzen die verfolgt werden in der Be- 

5 handlung von Patienten mit schweren Bakteriamien, Sepsis und/oder Septischem 
Schock zeigt sich jedoch auch bei neueren Therapien, dass eine Eingriff in das 
Kranlcheitsgeschehen an einem Piinkt nicht, oder nur teilweise zum Erfolg fuhrt. Eine 
Kombination von verschiedenen therapeutischen Ansatzen erweist sich als am 
erfolgversprechendsten in der Behandlung erkrankter Patienten (Anel, R.L. vind . 

10 Kumar, A. (2001) Expert. Opin. Investig. Drugs 10, 1471-1485). 

Ein Defensin aus Immunzellen des Rhesusaffen (Rhesus-Theta-Defensin 1; RTD-1) 
- wurde isoliert und seine Eigenschaften, seine breite antibakterielle Wirkung, auch 
gegen nicht wachsende Bakterien, sowie seine antifungische Wirkung im Detail 

15 beschrieben (Tang et al. (1999), Science 286, 498-502; Tran et al. (2002), J. Biol. 

Chem. 277, 3079-3084) und auch zum Patent angemeldet (WO-00/68265). RTD-1 
zeichnet sich dxirch einige charakteristische und bestimmende Eigenschaften gegen 
andere Defensine oder kationische Peptide aus. Zum einen ist RTD-1 ein kleines 
zirkulares Peptid, und dadurch im Gegensatz zu anderen Defensinen stabil gegen Ab- 

20 bau und Degradation. RTD-1 zeigt keine Abhangigkeit der Wirkung von Salzen im 
MediimoL, und dadiirch keinen Wrrkverlust bei Anwesenheit physiologischer 
Konzentrationen von verschiedenen Salzen wie z.B. NaCl, KCl etc. (Muhle et-al. 
(2001), Biochemistry 40, 5777-5785; Tang et al, (1999), Science 286, 498-502) und 
auch keinen Wirkverlust in Anwesenheit von humanem Serum (WOOO/68265). Zu- 

25 satzUch wurde kein hamolytische Wirkung festgestellt. 

In der hier dargestellten Erfindung wird iiberraschend eine weitergehende Wirkung 
des RTD-1 in ZustSnden der Bakteriamie mit nachfolgender Sepsis und septischem 
Schock, sowie derartige Krankheitszustande nach Exposition von bakteriellen Pro- 
30 dukten wie zum Beispiel LPS gefunden. Dabei ist eine Wirkung auf 4 verschiedene 
pathologische Zustande, die relevant sind fur das Krankheitsbild von schweren 
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Bakteriamien, Sepsis und septischem Schock, gefunden worden. RTD-1 greift in das 
Krankheitsgeschelien ein, indem es 1. anti-mikrobielle Wirkung gegen verschiedene 
Erreger zeigt, 2. eine neutralisierende Wirkung anf b'akterielle Produkte wie LPS 
Oder LTA (Wirkung auf Produkte von gram-positiven wie auch gram-negativen 
5 Bakterien) zeigt, was auch eine prophylaktische Therapie erlaubt, 3. immunmoduia- 
torische Wirkung im Sinne einer Mediatorenmodulation bewirkt und 4. eine regu- 
lierte gerinnungshenmiende Wirkung aufsveist. Durch die kombinierte Wirkung auf 
verschiedene krankheitsrelevante Parameter wird em eindeutig verbesserter Therapie- 
erfolg bei vereinfachter Therapie erzielt. AuBerdem schHeBt eine Therapie mit 
10 RTD-1 die derzeitigen Standardtheirapien (z.B. Antibiotika, kreislaufstabiUsierende 
Substanzen) nicht aus, und erlaubt eine Kombinationstherapie. 

Die Therapie mit RTD-l fuhrt zu erhohtem Uberleben von Mausen mit schwerer 
• . Bakteriamie nach Applikation lebender Bakterien, und zwar sowohl nach Infektion 
15 mit gram-positiven wie auch gram-negativen Bakterien. Dabei ist iiberrascheader- 
. weise keine Abhangigkeit mit der minimalen Hemmkonzentration von RTD-1 auf 

das verwendete Bakterium festzustellen. 

Auch die Therapie von Mausen mit Symptomen des septischen Schocks nach Gabe 
20 von LPS Oder SEB zeigt eia deutlich gesteigertes Uberleben unter . Therapie mit 
RTD-1 . Zytokinanalysm im Serum pder Plasma der Tiere zeigen eine Regulation der 
Freisetzimg von loslichen Mediatoren. Dabei ist eine Emiedrigung von pro-in- 
flammatorischen Zytokinen (wie z.B. TKF-a, IL-6, MIF) xand eine Erhohung 
regulatorischer Faktoren (wie z.B. IFN-y, IL-10) darstellbar. Vergleichbare Er- 
25 gebnisse werden in humanem Gesamtblut festgestellt, es kommt zu einer Er- 
niedrigimg der Werte fur pro-inflarnmatorischen Zytokinen imd Chemokinen. 

Unter Einfluss von RTD-1 zeigt sich eine dosis-abhangige Zunahme der 
Gerinnungszeit von hmnanem Plasma und humanem Gesamtblut. RTD-1 zeigt also 
30 einen Einfluss auf die Gerinnungsparameter im humanen Blut ohne zusatzhche Be- 
einflussung der Gerinnung durch bakterielle Produkte wie z.B. LPS oder LTA. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft daher die Verwendung von Theta-Defensin aus 
dem Rhesiisaffen zur Herstellung eines Ar2neimittels zur Behandlung imd/oder der 
Prophylaxe von Bakteriamien und/oder Sepsis. 

5 

Dabei konnen die Krankheitsausloser gram-positive Bakterien, gram-negative 
Bakteiien, bakterielle Produkte, Viren oder Hefepilze sein, 

Des weiteren betrifft die Erfindimg die Verwendung von RTD-1 zur Herstellimg 
10 eines Arzneimittels zur Bindung bakterieller Produkte wie LPS und/oder LTA. 

Des weiteren betrifft die Erfindung die Verwendung von RTD-1 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Krankheitszustanden, die durch Ver- 
anderungen in der Blutgerinnung gekennzeichnet sind. 

15 

Des weiteren konnen die genannten Anwendimgen in Kombination mit Standard- 
Antibiotika oder Standard-Antimykotika erfolgen. 



wo 03/105883 



PCT/EP03/05694 



-7- 

Beispiele 
Beispiel 1 

5 Test auf anti-bakterielle Wirkung in-vitro 

Zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration werden Bakterien ver- 
schiedener Stamme abgestuflen Konzentrationen von RTD-1 axisgesetzt, wobei eine 
1:2 Verdunnxiiigsreilie verwendet wird. Die Bestunmung erfolgt nach den Grund- 
10 satzen der NCCLS (siehe Dokumentation: Methods for dilution antimicrobial 
susceptibiUty tests for bacteria, NCCLS document M7-A5, V 

Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen von RTD-1, Vancomycin und 
Ampicillin auf verschiedene Bakterienspezies bestimmt nach NCCLS Methode. In 
15 der Tabelle sind die Konzehtration der jeweiligen Verbindimgen angegeben, .die eine 
eindeutige Hemmung des Wachstmns der Bakterien zeigten. . 



Bakterium 


MHK[mg/L] 
RTD-1 . Vancomycin Ampicillin 


S. aureus MSSA 


1 , 


<0,125 


0,5 


S. aureus MRSA. 




1 


>64 


E.faecalis 


2 


2 


2 


E.faecium 


1 


0,5 


4 


E.faecium VRE 


0,5 


>64 


64 


iS. pneumoniae 


64 


0,25 


0,125 


E. coli 


16 


>64 


8 


P. aeruginosa 


32 


>64 


>64 


K. pneumoniae 


8 


>64 


2 


S. typhimurium 


8 


>64 


4 



Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen von RTD-1, Vancomycin und 
20 Ampicillin auf verschiedene Bakterienspezies 
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In vivo Untersuchungen in krankheitsrelevanten Tiermodellen 

5 

Bakteriensuspensionen werden iia CFW-1 Mause intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die 
Mause werden von Harlan bezogen. Nach 30 min. werden die Tiere dann intravenos 
(i.v.) mit RTD-1 in verschiedenen Dosen therapiert. Das Uberleben der Tiere mit und 
ohne Therapie ergibt den Therapieerfolg. 

10 

Tabelle 2: Uberleben von Mausen nach i.p. Infektion mit S. aureus im Bakteriamie- 
Modell und Therapie mit 0.1, 1 und lOmg/kg RTD-1 i.v.. Die Mause werden mit 
1,68 X 10^ Kolonien S. aureus ATCC Smith i.p. infiziert und nach 30 min mit den 
angegebenen Dosen i.v. therapiert. In der Tabelle sind die % Uberlebenden aus n= 6 
15 Mausen an Tag 5 nach Infektion angegeben. 



Dosis 


% Uberleben 


kein RTD-1 (Kontrolle) 


17 


0.1 mg/kg 


67 


1 mg/kg 


83 


10 mg/kg 


83 



Tabelle 2: Uberleben von S, aureus infizierten Mausen mit und ohne RTD-1 
Therapie 

20 

Tabelle 3: Uberleben von Mausen nach i.p. Infektion mit iS. pneumoniae im 
Bakteriamie-Modell und Therapie mit 0.1, 1 und 10 mg/kg RTD-1 i.v.. Die Mause 
werden mit 3x10^ Kolonien S. pneumoniae L3TV i.p. infiziert und nach 30 min mit 
den angegebenen Dosen i.v. therapiert. In der Tabelle sind die % Uberlebenden aus 
25 n= 6 Mausen an Tag 5 nach Infektion angegeben. 
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Dosis 


%tjberleben 


keinRTD-l (KontroUe) 


17 


0.1 mg/kg 


50 


1 mg/kg 


67 


10 mg/kg 


33 



Tabelle 3: Uberleben von S. pneumoniae infizierten Mausen mit und ohne RTD-1 
Therapie 

5 

Tabelle 4: Uberleben von Mausen nach i.p. Infektion mit RcoH im Bakteriamie- 
Modell und Therapie mit 0.1, 1 und 10 mg/kg RTD-1 i.v.. Die Mause werden mit 
1.68 X 10^ Kolonien Kcoli Neumann i.p. infiziert imd nach 30 min mit den ange- 
gebenen Dosen i.v. therapiert. In der Tabelle sind die % Uberlebenden aus n= 6 
10 Mausen an Tag 5 nach Infektion angegeben. 



Dosis 


% Uberlebesn 


keinRTD-l (Kontrolle) 


. : 33 


O.lmg/kg 


50 


1 mg/kg 


83 


10 mg/kg 


83 



Tabelle 4: tJberleben von E.coli infizierten Mausen mit und ohne RTD-1 Therapie 



15 Beispiel 3 

AuBerdem wird LPS in Mause i.p. injiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten vor 
und nach der LPS-Gabe wird RTD-1 in verschiedener Dosierung i.v. apphziert, um 
einen septischen Schock zu simulieren. Das Uberleben der Tiere ist das Mali firr den 
20 Therapieerfolg im Modell fur den septischen Schock. 
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Tabelle 5: Uberleben von Mausen nach i.p. Applikation von 20mg/kg LPS von 
S.typhimurium (Sigma) imd Therapie mit 0.1, 1 und lOmg/kg RTD-1 i.v. zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten vor und nach LPS-Gabe. In der Tabelle sind die % Uber- 
5 lebenden aus n== 5 Mausen an Tag 5 nach LPS-Gabe angegeben. 



Dosis 


% Uberleben 
-2h. -Ih +0.1h +lh +2h 


kein RTD-1 (KontroUe) 






0 






0.1 mg/kg 


100 


100 


100 


100 


80 


1 mg/kg 


100 


100 


100 


100 


100 


10 mg/kg 


80 


80 


100 


80 


80 



Tabelle 5: Uberleben von LPS-behandelten Mausen mit und ohne RTD-1 Therapie 
10 BeispieM 

Untersuchungen zur Bindung bakterieller Produkte 

Die Bindung von RTD-1 an Lipopolysaccharid (LPS) und Lipoteichonsaure (LTA) 
wird in einem Bindungsaasatz in-vitro untersucht. Dabei wird Dansyl-Polymjocin B 
15 v^rwendet (Moore et al. (1986), Antimicrob. Agents Chemotherap. 29, 496-500), das 
nach Bindung an LPS oder LTA fluoresziert. In Kommpetition mit RTD-l ergibt 
sich eine Abnahme der Fluoreszenz imd daraus resultierend eine Besturanung der 
relativen Inhibition der Bindung von Dansyl-Polymyxin B. 

20 Aus der Inhibition lasst sich wiederum eine relevante Affinitat des RTD-1 beziighch 
einer Bindung bakterieller Produkte berechnen. 

Tabelle 6: LPS und LTA Bindung durch RTD-1 imd Polymyxin B nach 4 Stunden 
Inkubation. Angegeben ist die Konzentration, bei der die Fluoreszenz von Dansyl- 
25 Polymyxin um 50 % verringert wird. 
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Testsubstanz 


50 % LPS Bindung bei nM 


50 % LTA Bindung bei nM 


RTDl 


0,001 


0,1 


Polymyxin B 


4,9 


0,01 



Tabelle 6: LPS und LTA Bindung durch RTD-1 und Polymyxin B. 



5 Beispiel 5 

Die Membranpermbabilitat von Bakterien unter Einfluss von RTD-1 wird imtersucht 
indem eine Fluoreszenzmethode angewandt wird (Silvestro et al. (2000), Antimicrob. 
Agents Chemotherap. 44, 602-607). Dies erlaubt eine Bewertimg des Potentials des 
10 RTD-1 beztiglich Schadigungen der Zelknembran von Bakterien und damit auf die 
Freisetzung von bakteriellen Prodnkten. 

Tabelle 7: Membranpotentialandenmg tinter Einfluss von RTD-1 und Polymyxin B 
nach 10 Minuten Einwirkung auf 5. aureus Bakterien. D.argestellt ist Konzentration, 
15 die zu einer 50 %igen Anderung des Fluoreszenzsignals fuhrt. 



Testsubstanz 


50 % Fluoreszenzanderung bei 
VM 


RTDl 


3,9 


Polymyxin B 


>75 



Tabelle 7 : Membranpotentialandenmg unter Einfluss yon RTD- 1 und Polymyxin B . 
20 Beispiel 6 



Des weiteren wird der Einfluss von RTD-1 auf die Zellwandsynthese von Bakterien 
untersucht. Dabei wird RTD-1 zu einer Membranfiraktion aus E. coli (als Beispiel 
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fiir gram-negative Bakterien) oder aus Bacillus megaterium (als Beispiel fur gram- 
positive Bakterien) imd den notwendigen Substraten gegeben \md die hemmende 
Aktivitat bestimmt (Chandrakala, B. et al (2001) Antimicrob. Agents Chemother. 
45, 768-775). Dieser Ansatz bestimmt den Einbau radioaktiver Vorstufen in hoch- 
5 molekulaxes Peptidoglykan liber Bindmig an Weizenkeimagglutinin. Ein Einfluss 
von RTD-1 auf die Zellwandsynthese in Bakterien gibt wesentUche Aufschltisse auf 
eine Wirkung auf das Bakterixmi (z.B. Lyse) und insbesondere im Zusammenhang 
mit der Freisetzung bakterieller Produkte, was eine wesentliche Voraussetzung fiir 
die Beurteilung des therapeutischen Potentials von RTD-1 in schweren Infektionen 
10 inklusive septischem Schock ist. 

Tabelle 8: Inhibition der Zellwandsynthese durch RTD-1, Ampicillin (Sigma), ein 
Lactam Antibiotikum, Chloramphenicol (Sigma), ein Proteinbiosynthesehemmer vmd 
Vancomycin (Sigma), ein Glycppeptid Antibiotikum. Dargestellt ist die Inhibition 
15 der Bindxmg an Weizenkeimagglutinin von radioaktiven Vorstufen in hochmole- 
kulares Peptidoglykan. Nur Substanzen mit Einfluss auf die Zellwandbiosynthese, 
aber nicht Proteinbiosynthesehemmer zeigen eine Inhibition in di^sem Ansatz. 



Testsubstanz 


Gram-negativ 
50 % Inhibition bei 


Gram-positiv 

50 % Inhibition bei jxM 


AmpiciUin 


8,8 


5,0 


Chloramphenicol 


>100 


>100 


Vancomycin 


4,4 


0,85 


RTDl 


7,2 


5,7 



20 Tabelle 8: Inhibition der Zellwandsynthese bei gram-negativen und gram-positiven 
Bakterien bzw. Bakterienlysaten durch RTD-1, Ampicillin, Vancomycin und 
Chloramphenicol. 
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Beispiel 7 

Untersuchungen zum Einfluss auf Thromboplastinzeit (PT) 

5 Dieser Parameter wird zur Bestirmnimg von Stoningen im exogenen System der 
Blutgerinmmg eingesetzt. Die Bestimmimg der Thromboplastinzeit erfolgt im Zitrat- 
Plasma nach Zugabe von Calciimi und Gewebefaktor. Dafur wird Blut von gesimden 
Menschen beiderlei Geschlechts in Sainmelgefafien mit Zitrat (Monovetten, Sarstedt, 
Numbrecht, Deutschland) abgenommen und das Plasma nach Zentrifiigation ge- 

10 woimen. Proben dieses Plasmas werden mit verschiedenen Konzentrationen der Test- 
verbindmigen fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wird Thromplastin 
(Recombiplastin, OrfhoDiagnostic Systems, Neckargeinund, Deutschland) zuge- 
geben mn die den exogenen Weg der Blutgerinnung za starten. In einem Gerat zur 
Gerimiimgsbestimcmung (Coagulometer, Amelung, KG 4A micro) wird dieser Ansatz 

15' gemixt und Gerinnungszeit bestimmt 

Untersuchungen zum Einfluss auf die partielle Thromboplastinzeit (aPTT) 

Dieser Parameter wird zur Bestimmung voh Storungen im endogenen System der 
20 Blutgerinaung eingesetzt. Die Bestimmung der Thromboplastinzeit erfolgt im Zitrat- 
Plasma nach Zugabe eines Aktivators und Phospholipid. Daftir wird Blut von gesun- 
den Menschen beiderlei Geschlechts in SammelgefaBen mit Zitrat (Monovetten, 
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) abgenommen und das Plasma^ nach Zentrifaga- 
tion gewonnen. Proben dieses Plasmas werden mit verschiedenen Konzentrationen 
25 der Testverbindungen fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wird der Aktivator 
Kaolin und Phospholipid (aPTT Reagenz, Diagnostica Stago, Asnieres, Frankreich) 
zugegeben. Die Gerinnung wird gestaftet durch Zugabe von 0,025 M Calciumchlorid 
zu diesem Gemisch. In einem Gerat zur Gerinnungsbestimmung (Coagulometer, 
Amelung, KG 4A micro) wird dieser Ansatz gemixt und Gerinnungszeit bestimmt, 

30 
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Tabelle 10: Beeinflussung der Gerinnungsparameter aPTT, PT, sowie die 
Gerinnungszeit von humanem Gesamtblut unter EinfLuss von RTD-1. Dargestellt ist 
gemessene Gerinnungszeit in Sekunden nach Zugabe von RTD-1. 



RTD-l Konzentration 
in ng/ml 


Gerinnimgszeit [Sek.] 
aPTT 


PT 


Gesamt Blut 


0 (KontroUe) 


33,9 


14,55 


351,94 


5 


35,4 


15,7 


368,2 


10 


36,6 


21,2 


375,2 


30 


43,4 


51,3 


475,4 


50 


112,7 


67,0 


598,3 


100 


297 (gestoppt) 


102,8 


1000 (gestoppt) 



5 . 

Tabelle 10: Beeinflussung der .Gerinnungsparameter aPTT, PT, sowie die 
Gerinnungszeit von humanem Gesamtblut unter Einfluss von RTD-L 

Beispiel 8 

10 

In vivo Zytokin Untersuchungen in lo-ankheitsrelevanten Tiermodellen 

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach LPS oder SEB Gabe in Mausen werden Blut- 
proben durch Entbluten der Tiere gewonnen. Aus diesen Blutproben werden Plasma- 
15 proben gezogen und eiaer Zytokinanalyse unterworfen. Die Zytokinmenge im 
Plasma wird quantitativ mittels der CBA Methoden bestunmt (CBA system, 
BectonDickinson, Heidelberg, Deutschland). 

Tabelle 11: Zytokinmodulation nach Therapie mit RTD-1 im Mausmodell des 
20 septischen Schocks nach Verabreichung von LPS. Angegeben ist die maximale 
prozentuale Anderung itn Vergleich zur imbehandelten LPS-KontroUe. Negative 
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Werte geben ein Verringerung, positive Werte ein Steigenmg der Zytokinmenge im 
Plasma an. 



Zytokiii 


Andenmg in % der unbehandeltCTi LPS Kontrolle bei 
intravenoser Therapie mit 




RTD-1 0,1 mg/kg 


RTD-1 1 mg/kg 


RTD-1 10 mg/kg 


TNF-a 


. -47,5 


-41,1 


-12,4 


IL-6 


-41,6 


. -5,8 




IL-10 


+157 


+159 


+241 


IFN-y 


+53 


+138 


+69 



5 Tabelle 11: Zytokimnodulation nach ITierapie mit RTD-1 im Mausmodell des 

septischen Schocks nach Verabreichung von LPS. 

Tabelle 12: Zytokimnodulation nach Therapie mit RTD-1 im Mausmodell des 
septischen Schocks nach Verabreichung von SEB. Angegeben ist die maximale 
10 prozentuale Andenmg im Vergleich zur unbehandelten SEB-KontroUe. Negative 
Werte geben ein Verringerung, positive Werte ein Steigenmg der Zytokinmenge im 
Plasma an. 



Zytokin 


• Andenmg in % der unbehandelten SEB Kontrolle bei 
intravenoser Therapie rait 




RTD-1 0,1 mg/kg 


RTD-1 1 mg/kg 


RTD-1 10 mg/kg 


TNF-a 


-32,3 


-29,7 , 


-39,3 


IFN-Y 


+8,2 


+4,6 


+28,6 



15 Tabelle 12: Zytokimnodulation nach Therapie mit RTD-1 im Mausmodell des 
septischen Schocks nach Verabreichung von SEB. 
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Beispiel 9 

Ex vivo Zytokin Untersuchuagen im infizierten Humanblut 

5 Von gesunden Spendem wird Blut abgenommen und in vitro mit Bakterien infiziert. 
Dabei werden sowohl gram-positive Erreger {S. aureus), wie auch gram-negative Er- 
reger {E. colt) verwendet. Nach Zugabe der Erreger werden zu dejEnierten Zeit- 
punkten Proben des infizierten und des infizierten imd behandelten Blutes genommen 
imd durch Zentrifiigation das Plasma gewonnen. Die Zytokimnenge im Plasma v^ird 
10 quantitativ mittels der CBA Methoden bestimmt (CBA system, BectonDickinson, 
Heidelberg, Deutschland). Zusatzlich erfolgt die Analyse auf MIF durch ELISA 
Technik (human MIF ELISA System, R&D Systems Inc., Minneapolis, USA). 

Tabelle 13: Zytokinmodulation nach Therapie mit RTD-1 im Infektionsmodell mit 
15 humanem Gesamtblut nach Verabreichung von S. aureus. Angegeben ist die 
maximale prozentuale Anderung von pro-inflammatorischen Mediatoren im Ver- 
gleich zur imbehandelten InfektionskontroUe. Negative Werte geben ein Ver- 
ringerung, positive Werte ein Steigerung der Zytokimnenge in der Blutkultur an. 



Zytokin 


Anderung in % dei 
RTD-1 0,1 ^ig/ml 


r unbehandelten Infel 
Therapie mit 
RTD-1 1 ng/ml 


rtionskontrolle bei 
RTD-1 10 pg/ml 


TNF-a 


-79 


-85 


-43 


IL-IB 


-71 


-73 


-10 


IL-6 


-58 


-73 ■ 


-3 


IL-S 


-17 


-25 


-3 


MIF 


-48 


-44 


-4 



20 

Tabelle 13: Zytokinmodulation nach Therapie mit RTD-1 im Infektionsmodell mit 
hi3ananem Gesamtblut nach Verabreichung von S. aureus. 
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Tabelle 14: Zytokinmodulatioii nach Therapie mit RTD-1 im Infektionsinodell mit 
humanem Gesamtblut nach Verabreichimg von E. coli Angegeben ist die maximale 
prozentuale Anderung im Vergleich zur imbehandelten Infektionskontrolle. Negative 
Werte geben ein Vemngenmg, positive Werte ein Steigenmg der Zytokinmenge in 
5 der Blutknltur an. 



Zytokin 


Anderung in % der xmbehandelten 
Infektionskontrolle. bei Tharapie mit 




RTD-1 lOng/ml 


RTD-1 lOOng/ml 


TMF-a 


-8 


-4 


IL-6 


-43- 


-20 


MIF 


-77 


-41 



Tabelle 14: Zytokinmodulation nach Therapie mit RTD-1 im Infektionsmodell mit 
humanem Gesamtblut nach Verabreiehung von K coli 

10 

Formulierungen 

RTD-1 kann in bekaonter Weise in die ubliphen Formuhervmgen iiberfuhrt werden, 
wie Tabletten, Dragees, Pillen, Granulate, Aerosole, Sirupe, Emulsionen, Suspen- 
15 sionen und Losungen, unter Verwendung inerter, nicht toxischer, pharmazeutisch ge- 
eigneter Tragerstoffe oder LosungsmitteL Hierbei soli die therapeutisch wirksame 
Verbindung jeweils in einer Konzentration von . 0,5 bis 90 Gew.-% der Gesamt- 
mischung vorhanden sein, d.h. in Mengen, die ausreichend sind, um den angege- 
benen Dosierungsspiekaxmi zu erreichen. 

20 . 

Die Formulierungen werden beispielsweise hergestellt durch Strecken der Wirkstoffe 
mit Losungsmitteln xmd/oder Tragerstoflfen, gegebenenfalls unter Verwendung von 
Emulgiermitteln und/oder Dispergiermitteln, wobei z.B. im Fall der Benutzung von 
Wasser als Verdiinaungsmittel gegebenenfalls organische Losiuigsmittel als Hilfs- 
25 IQsuugsmittel verwendet werden koimen. 
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Die Applikation erfolgt in iiblicher Weise, vorzugsweise intravenos, transdermal, 
oral Oder parenteral, insbesondere oral oder intravenos. Sie kann aber auch durch In- 
halation uber Mund oder Nase, beispielsweise mit Hilfe eines Sprays erfolgen, oder 
5 topisch uber die Haut. 



Im AUgemeinen hat es sich als vorteilhafl erwiesen, Mengen von etwa 0,001 bis 
lOmg/kg, bei oraler Anwendung vorzugsweise etwa 0,005 bis 3 mg/kg Korperge- 
wicht zum Erzielen wirksamer Ergebrdsse zu verabreichen. 

10 

Trotzdem kana es gegebenenfalls erforderUch sein, von den genannten Mengen abzu- 
weichen, und zwar in Abhangigkeit vom Korpergewicht bzw. der Art des Applikati- 
onsweges, vom individuellen Verhalten gegentiber dem Medikament, der Art von 
dessen FormuUerung und dem Zeitpunkt bzw. Intervall, zu welchen die Verabrei- 
15 chimg erfolgt. So kann es in einigen Fallen ausreichend sein, mit weniger als der vor- 
genannten Mindestmenge auszukormnen, wahrend in anderen Fallen die genannte 
obere Grenze iiberschritten werden muss. Im Falle der Applikation groBerer Mengen 
karai es empfehlenswert sera, diese in mehreren Einzelgaben uber den Tag zu vertei- 
len. 



20 



wo 03/105883 




PCT/EP03/05694 



- 19- 



Literaturliste: 

Chandrakala, B. et al (2001) Antimicrob. Agents Chemother. 45^ 768-775 
Forth, Henschel, Ruimnel (2001), Allgemeine vmd spezielle Pharmakologie und 
5* Toxikologie; Urban&Fischer Verlag, Miinchen 

Moore et al (1986), Antimicrob. Agents Chemotherap. 29, 496-500 
Muhle et al. (2001), Biochemistry 40, 5777-5785 
Silvestro et al. (2000), Antimicrob. Agents Chemotherap. 44, 602-607 
Tang et al. (1999), Science 286, 498-502 
1 0 Tran et al. (2002), J. Biol. Chem. 277, 3079-3084 ; . 

Abkiirzungsliste: 

American Type Culture Collection 
Lipopolysaccharid 
Lipoteichonsaure 
Minimale Hermiikonzentration 

National Committee for Clinical Laboratory Standards 
Rhesus Theta Defensin 



ATCC 

LPS 

LTA' 

MHK 

NCCLS 

RTD 
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Patentanspriiche 



1. 

5 

2. 
3. 

10 

4. 

15 5. 

6. 

20 7. 

8: 

9. 

25 

10. 



Verwendung von RTD-1 zur Herstellimg eines Arzneimittels zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Bakteriamien. 

Verwendung gemaC Anspruch. 1, wobei die Krankheitsausloser gram-positive 
Bakterien, gram-negative Bakterien, bakterielle Produkte oder Hefepilze sind. 

Verwendung von RTD-1 zur Herstellung eines Ajzneimittels zur Bindung 
bakterieller Produkte wie LPS und/oder LTA. 

Verwendung von RTD-1 zur Herstellimg eines Arzneimittels zur Behandlung 
imd/oder der Prophylaxe de's septischen Schocks. 

Verwendung gemaB Anspruch 4, wobei die Krankheitsausloser gram-positive 
Bakterien, gram-negative Bakterien, bakterielle Produkte oder Hefepilze sind. 

Verwendung gemaB Anspruch 1 in Kombination mit Standard- Antibiotika. 

Verwendung gemaB Anspruch 1 in Kombination mit Standard- Antimykotika. 

Verwendung gemaB Anspruch 4 in Kombination mit Standard-Antibiotika. 

Verwendung gemaB Anspruch 4 in Kombination mit Standard- Antimykotika. 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels enthaltend RTD-1 sowie 
pharmazeutische Hilfsmittel. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Bayer AG 



<120> Behandlung von schweren Infektionen und septischem Schock 



<130> Le A 36 086 



<210>. 1 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Rhesusaffe 

<400> 1 

Gly Ph.e Cys Arg Cys. Leu Cys Arg Arg Gly Val Cys Arg Cys lie Cys 
1 . 5 10 15 



<160> 



1 



<170> 
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